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Beschreibung 

[0001 ] Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuen aProtein-gekoppeften Rezeptor aus humanem Gehirn dessen 
Gene und Verwendung. 

5 [0002] G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen eine Superfamilie integraler Merrbranproteine dar. Familienmrtglie- 
der sind Rezeptoren fQr alle Typen chemischer Botenstoffe, aber auch Sensoren fQr Licht und Geruch. G-Protein- 
gekoppelte Rezeptoren kommen in fast alien Organismen vor. 

[0003] Die Rezeptoren sind charakterisiert durch eine Aminosauresequenz mrt 7 ausgeprfigt hydrophoben Berei- 
chen. Diese stellen hdchstwahrscheinlich memoranstandige Domanen dar* und geben der Familie ihren zweiten 
io Namen: 7-Transmembran-Domanen Rezeptoren. 

[0004] Die Liganden dieser Rezeptorfamilie sind mil biogenen Aminen (z.B. Adrenalin, Serotonin, Histamin) Peptid- 
hormonen (z.B Angiotensin, Endothelin, BradyWnin), Neurotransmittern (z.B. NPY, Substanz P, Opioide) und Proteinen 
(z.B. ChemoWne, Thrombin) sehr vielfaitig. Alle diese Messenger sind durch Interaktion mit G-Proteinen an der Signal- 
Obertragung in das Innere der Zelle beteiligt Als Effektoren sind bekannt: Adenylatcyclase, Phospholipase C. Phospho- 
rs diesterase. 

[0005] Die G-Protein-gekoppeiten Rezeptoren werden in drei Unterfamilien unterteitt: die Rhodopsin-Unterfamilie 
Calcitonin-Unterfamilie und Glutemat/metabotrope-Unterfamilie. 

[0006] Gegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Protein, enthartend die in SEQ ID N05 dargestellte Aminosaure- 
sequenz Oder eine daraus durch Substitution; Insertion oder Deletion vdh einem oder mehreren Aminosaureresten 
erhaitliche Sequenz, wobei wenigstens noch eine der wesentlichen biologischeh Eigenschaften des in SEQ ID N02 
dargestellten Proteins erharten Weibt 

[0007] Die wesentliche biologische Eigenschaft ist in der Aktivrtat als Rezeptor, insbesondere als G-Protein aekoo- 
perter Rezeptor zusehen. 

[0008] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Proteine mit G-Protein gekoppelter Rezeptoraktivitat, die ausge- 
hend von der in SEQ ID N02 dargestellten Aminosauresequenz durch gezielte Veranderungen herstellbar sind Bei- 
spielsweise kOnnen bestimmte Aminosauren durch solche mit ahnlichen physikochemischen Eigenschaften 
(Raumerfullung, Basizitat) ersetzt werden. Es kOnnen aber auch ein oder mehrere Aminosauren hinzugefOgt bder ent- 
fernt werden, oder mehrere cfieser MaBnahmen miteinander kombiniert werden. Die solchermaBen gegenOber der 
SEQ ID N02 veranderten Proteine besitzen wenigstens 60 %, bevorzugt wenigstens 75 % Homologie zu SEQ ID NO: 
2, berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Upman, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85, 2444-2448. 
[0009] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind NuWeinsauresequenzen, die fQr die o.g. Proteine codieren ins- 
besondere solche mit der in SEQ ID NO:1 dargestellten Primarstruktur. 

[0010] Die vorliegende cDNA kann durch dem Fachmann geldufige Wonierungs- und Transfektionsmethoden in ver- 
schiedenen Express! onssystemen zur Expression gebracht werden. Dies sind beispielsweise prp- oder eukaryotische 
35 Vektorsysteme, wie SV40. CMV, Baculovirus, Adenovirus; Plasmide; Phagemide. Phagen. 

[0011] Dazu wird die erfindungsgemaSe NuWeinsauresequenz QWicherweise mit genetischen Regulationselementen 
wie Transknptions- und Translationssignalen funktionell verknGpft Mit den solchermaBen hergestellten rekombinanten 
NuWeinsaurekonstrukten werden anschlieBend Wirtsorganismen transformiert 

[0012] Eine bevorzugte AusfQhrungsform ist die VerknOpfung der erfindungsgemaSen NuWeinsauresequenz mit 
40 einem Promotor, wobei der Promotor 5' upstream zu liegen kommt. Weitere Regulationssignale wie Terminatoren Poly- 
adenyherungssignale, Enhancer kflnnen in dem NuWeinsaurekonstrukt Anwendung f inden. 

[0013] Als Wlrtszelien sind Bakterien wie Escherichia coli, eukaryotische Mikroorganismen wie Saccharomyces cere- 
visiae, hOhere eukaryotische Zellen aus Tieren oder Pf lanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen, geeignet. 
[0014] GewQnschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen wie transgenen Tieren, z.B. Mausen 
45 Schafen oder transgenen Pf lanzen zur Expression gebracht werden. 

[001 5] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich urn eine cDNA, die for ein neues Mitglied der G-Protein-gekop- 
perten Rezeptorfamilie kodiert. Sequenzvergleiche zeigen Verwandtschaft mit Endothelinrezeptoren und Endothelinre- 
zeptor-ahnlichen Sequenzen. 

[001 6] Die vorliegende NuWeotidsequenz wurde ursprOnglich in mehreren cDN A-Bibliotheken aus humanem Gehirn 
so und Ruckenmark identrfiziert. Die Analyse der Verteilung der zugehOrigen mRNA in 50 verschiedenen menschlichen 
Geweben ergab fast ausschlieBliche Expression im Gehirn. 

[001 7] Das durch die vorliegende cDNA kodierte Polypeptid laBt sich zweifelsf rei als G-Protein-gekopperter Rezeptor 
identrfizieren. Die 7 Transmembran-Domanen. das Kennzeichen dieser Proteinfamilie, lassen sich leicht im Hydrophili- 
zrtats-Plot (Kyle, J. and R.F. Doolittle, 1982, J. Mol. Biol. 157, 105-132 (1982)) finden. Die grOBte Verwandtschaft auf 
55 Ammosaureebene findet sich mit 52 % Identitat zu einem putativen Endothelinrezeptor Typ B-ahnlichen Protein huma- 
nen Ursprungs (Genbank Accession Nummer U87460, (FastA-Programm, Pearson und Upman, Proc. Natl Acad Sci 
(USA) 85, 2444-2448). 

[0018] In besonderen Fallen kann das Genprodukt auch in transgenen Tieren, z.B. Mausen, Schafen oder transgenen 
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Pflanzen zur Expression gebracht werden. Ebenso isl es moglich. zellfreie Translationssysteme mil der entsprechen- 
den RNAzuprogramrrderen. - i 

[0019] DarQberhinaus kann das Genprodukt auch in Form therapeutisch oder diagnostisch geeigneter Fragmerrte 
exprimiert werden. Zur Isolation des rekombinanten Proteins kOnnen Vektorsysteme oder ongonuWeotide verwendet 
werden. die die cDNA urn bestimmte NuWeotidsequenzen verlangem und damit tflr veranderte Polypeptide kodieren, 
die einer einfacheren Reinkjung dienen. Als solche Tags" sind in der Literatur z.B. Hexa-HisMin-Anker bekanrt oder 
Epitope, die als Antigene verschiedener Antikorper erkanrrt werden konnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow. E. 
and Lane. D. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). 

[00201 Ausgehend von der Peptidsequenz konnen syrrthetische Peptide generiert werden. die als Antigene fOr die 
Produktion von Antikorpern eingesetzt werden. Es 1st auch moglich. das Polypeptid oder Bruchstucke davon zur Gene- 
rierung von AntikOrpern einzusetzen. ......... . . . . „.„ 

[0021] Die Herstellung von Antikorpern ist eine dem Fachmann gelaufige Tatigkeit Mrt AntikOrpern sind sowohl poly- 
klonale. monokJonale. humane Oder humanisierte Antikorper oder Fragmerrte davon. single chain Antikorper oder auch 

syrrthetische Antikorper gemeirrt. ^ „ .. „ „ D r^=m. 

[0022] Die vorBegende cDNA bietet auBerdem die Voraussetzung. die genomische Sequenz dieses neuen G-Protein- 
gekoppelten Rezeptors zu Wonieren. Darunter fallt auch die dazugehorige regulatorische oder Promotorsequenz. die 
betepielsweise durch Sequenzierung des 5' upstream Bereiches der vorliegenden cDNA zugangl.chw.rd. Die Sequenz- 
information der cDNA ist auch die Grundlage fur die Herstellung von antisense MolekOlen oder Rfoozymen. 
[0023] Eine weitere Moglichkert des Einsatzes der NuWeofidsequenz oder Teilen davon ist die Erzeugui^transgener 
Tiere Transgene Oberexpression oder genetischer Knockout der Sequenzinformation in geeigneter. Tiermodellen kann 
wertvolle weitere Informationen Ober die (Patho-)Physiologie des neuen G-Protein-gekoppelten Rezeptors 
[0024] In Srtuationen, in denen ein Mangel an dem beschriebenen Rezeptor (Protein gemaB Anspruch 1) herrscht. 
konnen mehrere Methoden zur Substituierung eingesetzt werden. Zum einen kann das Protein "ffflrl.ch ^ekom- 
binant direkt. oder durch geeignete MaBnahmen in Form seiner kodierenden NuWeinsaure (DNA oder RNA) appliziert 
werden. Dazu konnen sowohl virale. als auch nichtvirale Vehikel zum Einsatz kommen. 

[0025] Ein werterer Weg bietet sich durch die Stimulation des endogenen. kOrpereigenen Genes durch geeignete Mrt- 
tel. Auch der turn-over oder die Inaktivierung z.B. durch Rezeptorkinasen kOnnen btocWert werden. Schl.eBI.ch konnen 
Agonisten dieses Rezeptors zum Einsatz gelangen. „. . war 

[0026] In Situationen. in denen OberschOssiger Rezeptor vorliegt. kOnnen verschiedene Inhtortoren eingesetzt wer- 
den Diese Inhibition kann sowohl durch antisense MolekOle oder Ribozyme. oder Antikorper und OligoriuWeobde. als 
auch durch niedermolekulare Verbindungen erreicht werden. DarQberhinaus kann der Rezeptor auch durch Antagoni- 
sten blockiert werden 

[0027] Weiterhin kOnnen die cDNA, die genomische DNA. der Promoter, als auch das Polypeptid. sowie Te^gmente 
davon in rekombinanter oder nichtrekombinanter Form zur Ausarbertung eines Teslsystems verwendet werden. Dieses 

35 Testsystem ist geeignet. die Aktivitat des Promoters oder des Proteins in Anwesenheit einer Jesteubs^z zuj rne«en. 
Bevorzugt handelt es sich dabei urn einfache MeBmethoden (colorimetrischer. lum.nometnscher. fluonmefrischer. 
immunologischer oder radioaktiver Art.) die die schnelle MeBbarkeit einer Vielzahl von Testsur^z^ eriaubea Die 
beschriebenen Testsysteme erlauben die Bindung oder Agonisierung oder Arrtagoniaerung von Testsubstanzen in 
Bezug zum neuen Rezeptor zu beschreiben. . mnM . lm 

40 [0028] Die Bestimmung von Menge. Aktivitat und Verteilung des Rezeptors Oder seiner zugrunddiegenden mRNA .m 
menschlichen KOrper kann zur Diagnose, Pradisposition und zum Monitoring bei bestimmten Erkrankungen d.enea 
Desgleichen kann die Sequenz der cDNA sowie der genomischen Sequenz zu Aussagen i ^f^^^^" 
undPradisposrtionen bestimrrrter Erkrankungen herangezogen werden. Dazu kOnnen sowohl DNA/RNA-Roben, sowie 
unnaturliche DNA/RNA-Proben, als auch Antikorper verschiedenster Artbenutzt werdea Dabe. dierrt die b^nebene 

45 NuWeotidsequenz oder Teile davon in Form geeigneter Proben zur Aufdeckung von Punktmulationen oder Deleto- 

mSST WertSiin kann das beschriebene Protein benutzt werden. urn seine natOrlichen Uganden zu bestirnmen und 
zu isolieren. So kann der Rezeptor rekombinant in Zellkultur exprimiert und sein Aktivierungszustand zjl anhand des 
cAMP-Spiegels abgeleitet werden. Der cAMP-Spiegel laBt sich immunologisch oder mittels R^^f^S^" 

a> tela Damit ergibt sich auch ein diagnostisches Verfahren den Spiegel des Rezeptorliganden m KOrperflOss.gkerten 

oder Geweben zu bestirnmen. . , ^ _ . . , v „ 

[0030] Die erf indungsgemaBe NuWeinsauresequenz und das von ihr kodierte Protein tonnen zur ^c^ung von 
Reagenzien. Agonisten und Antagonisten zur Diagnose und Therapie von chronischeri .und akuten E ^^^ 
zentralen und peripheren Nervensystems. wie Alzheimer's, Depression, Demenz Mo .IrtatsstCrungen, H.r^^ 

55 Schmerz, Schizophrenic Angstzustande. Schlaganfall. SchlafstOrungen, Apnoen, e "^^ 

Epilepsie, ALS, Drogenabhangigkeit. Lahmungen, sowie zur Cerebroprotekbon und bei Erkrankungen mrt nervOser 
Konponente, wie Obesity, Anorexie, Bulimie eingesetzt werden. . KliiMfl 

[0031] Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist Verfahren zum qualitativen und quantrtativen Nachweis einer NuWe- 
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insaure nach Anspruch 3 in einer biologischen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

bito^M ei " er bi0 '°« isch !? Probe mit einer bekannten Me "9 e NuWeinsaure gemaB Anspruch 3 oder einer 
SeS^irld 6 " 96 " 0,,90nuWeoMen - die a,s Primer *» eine Anplifikation der NuWeinsaure gemaB ArepruTs 

b) Nachweis der NuWeinsaure gemaB Anspruch 3 durch spezifische Hybridisierung oder PCR-Amplilikabon, 

c) Vergleich der _ Menge an hybridisierender NuWeinsaure gemdB Anspruch 3 oder an durch PCR Amolifikation 
gewonnener NuWeinsaure gemaB Anspruch 3 mit einem Standard. Ampimkation 

{0 °^ o A Weiternin *e Erfindung ein Verfahren zum qualrtativen und qua'rrtitativen Nachweis eines Proteins 

gem%o8 Anspruch 1 in einer biologischen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

gerTc^sT ei " er bi0,09iSChen Pr0b - 6inem A"** 0 "** *» ^ezifisch gegen das Protein gemaB Anspruch 1 

d) Nachweis des AntikOrper/Antigenkomplexes. 

c) Vergleich der Mengen des AntikOrper/Antigenkomplexes mit einem Standard. 

■ SS. e^oZrwuSer bi ° ,09iSChe ^ G Web ^ cte ' Se ™ «*" B'u« dienen. die «>n gesunden Pre 

25 Beispiel 1 V t 

Klonierung der Rezeptor cDNA 

i 

so e^ls^tn^^ 

SflU SEO^I eqUenZ 68 TeHW ° neS Umfa8t de " BerdCh ZWiSchen N^eotidposition 352 und 

2??? J"? 6 , in ! r cDNA - BibHotn ek aus menschBchem Gehirn (Human Brain 5'Stretch Plus cDNA Library # HL5018t 

alS^n ^ul 9975 IT* GeSamtee ^ ue " z SEQ ID NO:1 mitte.s,geschachteHer PdymT^Sin SetZn 
amplif raert. Dazu kamen folgende aigonuWeotjdprimer zur Anwendung: 

PCR1 : mit SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4; 1 
PCR2: mit SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 5. 

Beispiel 2 

40 

Expression des neuen Rezeptors in menschlichen Geweben 

bS^i^L 6 ,^ 68 ^" deS D ? eUe " Rezept0rs wurde in 50 verschiedenen menschlichen Geweben mittels RNA-Dot- 
45 ES2^2^»^ BW ,? r Rrma C ' 0nteCh (#777 °- 1) ^ mit *-* Rezeptor-Probe hybrfcS. Die 
£^Tn£^ der entsprechenden cDNA in Anwesenheit Digoxfeenin-marWeTtl NuWeotSe 

hergestellt Nach stnngentem Waschen wurde das Transkript hauptsachlich in Gehirngewebe nachgewiesen 
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SEQUENCE LISTING 
<110> BASF Aktiengesellschaf t t , 

<120> Neuer G-Protein gekoppelter Rezeptor aus menschlichem 
Hirn 

<130> 02 0050/48774 ( 

! 

<140> ' ' » 

<141> 

<150> DE 19805351.7 i 
<151> 199.8-02-11 | 

_^:160> -5- 



<170> Patentln Ver. 2.0 



<210> 1 
<211> 2411 
<212> DNA 
25 <213> Homo sapiens 

<220> 1 
<221> 5'UTR 
<222> (1) . . (19) 



50 



<220> i 
<221> CDS 1 ' ' 

<222> (20).. (1462) 

<220> 

<221> 3'UTR 

<222> (1463) . . (2411) 

<400> 1 ^ . . co 

gtctcctgct catccagcc atg egg tgg ctg tgg ccc ctg get gtc tct ctt 

Met Arg Trp Leu Trp Pro Leu Ala Val Ser Leu 
1 5 10 

get gtg att ttg get gtg ggg eta age agg gtc tct ggg ggt gee ccc 100 
Ala Val He Leu Ala Val Gly Leu Ser Arg Val Ser Gly Gly Ala Pro 
15 20 25 

ctg cac ctg ggc agg cac aga gee gag acc cag gag cag cag age cga 148 
Leu His Leu Gly Arg His Arg Ala Glu Thr Gin Glu Gin Gin Ser Arg 
30 35 40 
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tec aag agg ggc . acc gag gat gag gag gec aag ggc gtg cag caa tat 
Ser Lys Arg G l y Thr Glu ^ Glu G1 J ^ J ? tat 

45 cn J 



50 55 



gtg cct gag gag tgg gcg gag tac ccc egg ccc att cac cct get ggc 
Val Pro Glu Glu Trp Ala Glu Tyr Pro Arg Pro He His Pro Ala Gly 

65 70 75 

2! C Al V* T 339 CCC " g gCC a6c a9C c « aac ccc gac aag 
Leu Gin Pro Thr Lys Pro Leu Val Ala Thr Ser Pro Asn Pro Lp Lys 

80 85 90 

IZ giv 9 w a r r a r c agt 999 ca9 gaa ct9 < agg ,ggc aat ct * aca 

Asp Gly Gly Thr Pro Asp Ser Gly Gin Glu Leu 'teg Gly Asn Leu Thr 

95 ioo 105 

srgg gca cca ggg cag agg eta cag ate cag aac ccc ctg tat ccg gtg 
Gly Ala Pro Gly Gin Arg Leu Gin lie Gin Asn Pro Leu Tyr Pro vll 
110 H5 120 



160 ' 165 170 



°i2 Ala T CtC Ct9 9tC CtC ttfc ttc **> ctc c « att gtc 

Leu Ala Leu Trp Asp Phe Leu Val Leu Phe Phe Cys Leu Pro lie Val 



i75 180 



185 



196 



244 



292 



340 



388 



Glu HI T 1 9CC 9?C - atC -^-SSt-Ctff gcg ctg gtg 436 

Thr Glu ser Ser Tyr Ser Ala Tyr Ala He Met Leu Leu Ala leu val . 

125 130 135 

/ 

val ttt 17 f ? T a " 9t9 9gC 330 Ctg tCg 9tc at9 ate gtg 484 
Val Phe Ala Val Gly lie Val Gly Asn Leu Ser Val Met Cys lie Ja! 

145 150 155 

J™ S SC c 9 ° taC taC Ct9 339 agC gCC t3g aac tcc »tc ctt gec age 532 
Trp Hxs Ser Tyr Tyr Leu Lys Ser Ala Trp Asn Ser He Leu Ala Ser 



580 



628 



676 



lit 1* T 9 ? 9 atC aC ° 339 Cag agg Cta " 9 Wt sac gtt tct tgt 
He Phe Asn Glu lie Thr Lys Gin Arg Leu Leu Gly Asp Val Ser Cys 

190 195 200 

2g Ala S 2° at9 939 gt ° tCC tCt Ctg 993 9tC ac9 «* ttc 

Arg Ala Val Pro Phe Met Glu Val Ser Ser Leu Gly Val Thr Thr Phe 

205 210 215 

Ser rT 9 ? C Ct9 g9C att 9aC C9C ttC cac ^ 9CC «cc age ace 724 
Ser Leu Cys Ala Leu Gly lie Asp Arg Phe His val Ala Thr Ser Thr 

225 230 235 

ctg ccc aag gtg agg ccc ate gag egg tgc caa tcc ate ctg gee aag 772 
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Leu Pro Lys* Val Arg Pro He Glu Arg Cys Gin Ser lie Leu Ala Lys 
240 245 250 

ttg get gtc ate tgg gtg ggc tec atg acg ctg get gtg cct gag etc' 
Leu Ala Val He Trp Val Gly Ser Met Thr Leu Ala Val Pro Glu Leu 
255 260 265 

ctg ctg tgg cag ctg gca cag gag cct gec ccc acc atg ggc ace ctg 
Leu Leu Trp Gin Leu Ala Gin Glu Pro Ala Pro Thr Met Gly Thr Leu 
270 • 275 280 



gac tea tgc ate atg aaa ccc tea gee age ctg ccc gag tec ctg tat 

Asp Ser Cys He Met Lys Pro Ser Ala Ser Leu Pro Glu Ser Leu Tyr 
15 285 290 ' 295 

tea ctg-gtg^.a.tgjftccL-tac.cag-aac-gcc--cg c a tg tgg tgg t ac.-t.tt ggc 

Ser Leu Val Met Thr Tyr Gin Asn Ala Arg Met Trp Trp Tyr Phe Gly 

300 305- 310 315 



i 



ate gtg gtg gec tac etc tec acc gag ctg acc cgc cag acc ctg gac 
He Val Val Ala Tyr Leu Ser Thr Glu Leu Thr Arg Gin Thr Leu Asp 
380 385 390 395 

etc ctg ggc etc ate aac cag ttc tec acc ttc ttc aag ggc gec ate 
Leu Leu Gly Leu He Asn Gin Phe Ser Thr Phe Phe Lys Gly Ala He 
400 405 410 



820 



868 



916 



964 



1012 



tgc tac ttc tgc ctg ccc ate etc ttc aca gtc acc tgc cag ctg gtg 
Cys Tyr Phe Cys Leu Pro He Leu Phe Thr Val Thr Cys-Gln-Leu Val 
320 325 330 

aca tgg egg gtg-cga ggc cct cca ggg agg aag tea gag tgc agg gec 1'060 
Thr Trp Arg Val Arg Gly Pro Pro Gly Arg Lys Ser Glu Cys Arg Ala 
335 340 345 

age aag cac gag cag tgt gag age cag etc aac age acc, gtg gtg ggc 1108 
Ser Lys His Glu Gin Cys Glu Ser Gin Leu Asn Ser Thr Val Val Gly 
350 j 355 360 

ctg acc gtg gtc tac gee ttc tgc acc etc cca gag aac gtc tgc aac 1156 
35 Leu Thr Val Val Tyr Ala Phe Cys Thr Leu Pro Glu Asn Val Cys Asn 

365 370 375 



acc cca gtg ctg etc ctt tgc ate tgc agg ccg ctg ggc cag gec ttc 
Thr Pro Val Leu Leu Leu Cys He Cys Arg Pro Leu Gly Gin Ala Phe 
415 420 425 

ctg gac tgc tgc tgc tgc tgc tgc tgt gag gag tgc ggc ggg get teg 
Leu Asp Cys Cys Cys Cys Cys Cys Cys Glu Glu Cys Gly Gly Ala Ser 



1204 
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1300 



1348 
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430 435 



440 



III IT g r 9CC g9g tCg 93C aaC aa * ctc aa * *cc gag gtg 1396 
* la Ser Ala ash Gly Ser Asp Asn Lys ,Leu Lys Thr Glu Jal 
445 450 455 

III £ of! "f ^ l tC . CaC f ag CCC -»tca ccc cca ctc ctg 



1444 



Ser Ser Ser lie Tyr Phe His Lys Pro Arg Glu Ser Pro Pro Leu Leu 

465 4 ™ 475 ' 

Pro' IZ Z S Pro lys t9a " CCCCa 9tag " 5t9g " a9gga ^ 
480 

i 1 
agaggccgcc acccccgccg gtgtctgctg ttctttcccc ataggtcttg ctttgttgcc 1552 

tgtcttgctg tctagggatg gacttggttc ctcttgtcaa ggtttgggaa tgtcaaagcc 1612 
ccctccccac acagggcctt tcctgtccct tgtggggcct tccaaccctg tcctttccac 1672 
tggtgggcgg tgatgcttct aggtccttag aactgcccag aaactctgag tcccagcagc 1732 
tgggagccag aactttgcct gccctccctt ggttccagtc tctcttctct ctctctgcct 1792 
tggaacctga ccatacttta gttgtgccct tcccaggcat catcctccta ccaccaacct 1852 
ggggccccat cttggaatgg gggctccttg gggccagccc agtgtggctc accacactct 1912 
tctttttttt tttttttttt gagatggagt cttgctctgt tgcccaggct ggagtacatt 1972 
tgcctgatgt cagctccctg caacctccgc ctcctgggtt caagcgattc tcctgcctca 2032 
gcctcctgag tagctgggat tacaggtgtg caccaacaca cccggctaat ttttgtatct 2092 
gtagaagagg cggggtttca ccatgttggc caggctggtg ttgaactcct gacctcaagt 2152 
gatctgcctg ccttggcctc ccaaagtgct gggattacag gtgtgagctg ccacgcccag 2212 
ccccagtaca ctcttctctg gaccagatct gtcccagtcc tggatgcctc ctcctactgg 2272 
tgccttcttt tcttccagag gatttctctc tccttcctcc tcctttcttt gggatccctg 2332 
ggttgccctg tcccaacctc cttgttaggt gctttcccat aggaggccct tcttgagaaa 2392 
caataaacta ggtagaact 
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<210> 2 
<211> 481 
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<212> PRT ' i 
<213> Homo sapiens 

5 <400> 2 

Met Arg Trp Leu Trp Pro Leu Ala Val Ser Leu Ala Val lie Leu Ala 
15 10 15 

Val Gly Leu Ser Arg Val Ser Gly Gly Ala Pro Leu His Leu Gly Arg 
10 20 '25 30 

His Arg Ala Glu Thr Gin Glu Gin Gin Ser Arg Ser Lys Arg Gly Thr 
35 40 ,45 



15 



20 



I 

Glu Asp Glu Glu Ala Lys Gly Val Gin Gin Tyr Val Pro Glu Glu Trp 
50 55 60 

Ala Glu Tyr Pro Arg Pro lie His Pro Ala Gly Leu Gin Pro Thr Lys 
65 70 75 80 

Pro Leu Val Ala Thr Ser Pro Asn Pro Asp Lys Asp Gly Gly Thr Pro 
85 90 95 

25 Asp Ser Gly Gin Glu Leu Arg Gly Asn Leu Thr Gly Ala Pro Gly Gin 

100 ' 105 110 

Arg Leu Gin lie Gin Asn Pro Leu Tyr Pro Val Thr Glu Ser Ser Tyr 
115 120 125 

30 

Ser Ala Tyr Ala lie Met Leu Leu Ala Leu Val Val Phe Ala Val Gly 
130 (135 140 

lie Val Gly Asn Leu Ser Val Met Cys He Val Trp His Ser Tyr Tyr 
145 150 155 160 

Leu Lys Ser Ala Trp Asn Ser He Leu Ala Ser Leu Ala Leu Trp Asp 
165 170 175 

Phe Leu Val Leu Phe Phe Cys Leu Pro He Val He Phe Asn Glu He 
180 185 190 

Thr Lys Gin Arg Leu Leu Gly Asp Val Ser Cys Arg Ala Val Pro Phe 
45 195 200 205 

Met Glu Val Ser Ser Leu Gly Val Thr Thr Phe Ser Leu Cys Ala Leu 
210 215 220 



35 



40 



50 



55 



Gly He Asp Arg Phe His Val Ala Thr Ser Thr Leu Pro Lys Val Arg 
225 230 235 240 
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Pro He Glu Arg Cys Gin Ser He Leu Ala Lys Leu Ala Val He Trp 
245 250 ' 255 

Val Gly Ser Met Thr Leu Ala Val Pro Glu, Leu Leu Leu Trp Gin Leu 
260 265 270 
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Ala Gin Glu Pro Ala Pro Thr Met Gly Thr Leu Asp Ser Cys He Met 
275 , 280 285 



Lys Pro Ser Ala* Ser Leu Pro Glu Ser Leu Tyr Ser Leu Val Met Thr 
290 295 , ' 300 
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Tyr Gin Asn Ala Arg Met Trp Trp Tyr Phe Gly Cys Tyr Phe Cys Leu 
305 3}0 315 320 

Pro He Leu Phe Thr Val Thr Cys Gin Leu Val Thr Trp Arg Val Arg 
325 330 335 



Gly Pro Pro Gly Arg Lys Ser Glu Cys Arg Ala Ser Lys His Glu Gin 
340 345 350 
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Cys Glu Ser Gin Leu Asn Ser Thr Val Val Gly Leu Thr Val Val Tyr 
355 360. 1 365 
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Ala Phe Cys Thr Leu Pro Glu Asn Val Cys Asn He Val Val Ala Tyr 
370 375 380 
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Leu Ser Thr Glu Leu Thr Arg Gin Thr Leu Asp Leu Leu Gly Leu He 

385 390 , ^ 5 400 

Asn Gin Phe Ser Thr Phe Phe Lys Gly Ala He Thr Pro Val' Leu Leu 

405 410 415 
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Leu Cys He Cys Arg Pro Leu Gly Gin Ala Phe Leu Asp Cys Cys Cys 
420 425 430 



Cys Cys Cys Cys Glu Glu Cys Gly Gly Ala Ser Glu Ala Ser Ala Ala 
435 440 445 



45 



Asn Gly Ser Asp Asn Lys Leu Lys Thr Glu Val Ser Ser Ser lie Tyr 
450 455 460 



50 



Phe His Lys Pro Arg Glu Ser Pro Pro Leu Leu Pro Leu Gly Thr Pro 
465 470 475 480 



Cys 
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<210> 3 ' 
<211> 26 

<212> DNA * 1 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 ( 
ctcgggaagc gcgccattgt gttggt ' 26 



<210> 4 
<211> 26 
75 <212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 

gagcccaccc agatgacagc caactt 2 ^ 



<210> 5 
25 <211> 26 

<212> DNA 
<213> Homo sapiens 



<400> 5 

tgaagggcac ggcacgacaa gaaacg 26 



PatentansprQche 

1 . Isoliertes Protein, enthaHend die in SEQ ID NO:2 dargesteilte Aminosauresequenz oder eine daraus durch Substi- 
40 tution, Insertion oder Deletion von einem oder mehreren Aminosaureresten erhaitliche Sequenz, wobei wenigstens 

noch eine der wesentlichen biologischen Eigenschaften des in SEQ ID NO:2 dargestelrten Proteins erhalten Heibt. 

2. Protein nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn ein humanes Protein handelt. 
45 3. NuWeinsauresequenz codierend fOr ein Protein nach Anspruch 1 . 

4. NuWeinsauresequenz nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie fQr ein Protein codiert, das wenigstens 
60 % Identitat mrt der in SEQ ID NO:2 dargestelrten Sequenz hat. 

so 5. NuWeinsauresequenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie die in SEQ ID NO:1 dargesteilte 
Sequenz enthatt 

6. Rekombinantes NuWeinsaurekonstrukt, enthaltend eine NuWeinsauresequenz gemaB Ansprudi 3 funktionell ver- 
knOpft mit mindestens einem genetischen Regulationselement. 

55 

7. Wirtsorganismus. transformiert mit einer NuWeinsauresequenz nach Anspruch 3. 

8. Wirtsorganismus. transformiert mit einem rekombinanten NuWeinsaurekonstrukt nach Anspruch 6. 
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9. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 als Antigen zur Erzeugung von spezifischen AntikOrpern. 

10. Antikorper, die spezifisch das Protein nach Anspruch 1 erkennen. 
s 11. Verwendung einer NuWeinsauresequenz zur Gentherapie. 

12. Verwendung einer zu der Sequenz gemaB Anspruch 3 komplementaren NuWeinsauresequenz zur Gentherapie. 

13. Verfahren zur kfentifizierung von Arrtagonisten und Agonisten for das Protein gemaB Anspruch 1 indem man Zel- 

io ten, die das Protein gemaB Anspruch 1 auf der Zelloberflache tragen mit einer Vielzahl zu untersuchender Sub- 

stanzen (Testsubstanzen) zusammenbringt. und anschlieBend die biologische Aktivriat des Rezeptors in An- und 
Abwesenhert der Testsubstanz vergjeicht. »«•«"- una 

14. Verfahren zum Testen von Substanzen hinsichtiich ihrer Eigenschaft als Ljgand fur das Protein gemaB Anspruch 1 
is zu fungieren, das folgende Schritte umfaBt: 

t 

a) Expression des Proteins nach Anspruch 1 in eukaryontischen Zellen, 

b) Inkubation dieser Zellen mit Proteinextrakten, bevorzugt aus Gehirngewebe stammend, 



20 



c) Ermittlung der Bindung der zu untersuchenden Substanz an das Protein gemflB Anspruch 1 und und der 
Aktivierung durch Messung der cAMP Konzentration oder des Calciumflusses in der Zelle. 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer bekannten Menge an NuMeinsaure gemaB Anspruch 3 oder 
einer bekannten Menge an OligonukJeotiden. die als Primer fur eine Amplifikation der NuMeinsaure gemaB 
Anspruch 3 geeignet sind, ae»w» 



30 



b) Nachweis der NuMeinsaure gemaB Anspruch 3 durch spezrfische Hybridisierung oder PCR-Amplifikation. 

c) Vergleich der Menge an hybridisierender NuMeinsaure gemaB Anspruch 3 oder an durch PCR Amplifikation 
gewonnener NuMeinsaure gemaB Anspruch 3 miteinem Standard 

35 ' 

16. Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis eines Proteins gemaB Anspruch 1 in einer biologischen 
Probe, das folgende Schritte umfaBt: ^ 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einem AntikOrper. der spezifisch gegen das Protein aemaB 
40 Anspruch 1 gerichtet ist, 

b) Nachweis des AntikOrper/Antigenkomplexes, 

c) Vergleich der Mengen des AntikOrper/Antigenkomplexes mit einem Standard. 



so 



55 



12 



l!llt1.|l!IIIIISli;il!lllil!llli 

01) EP 0 943 685 A3 



(12) EUROPAISCHE PATEOTANMELDUNG 



(88) 


VerttffentHchungstag A3: 


(51) Int CI. 7 : C12N 15/12, C07K 14/705, 




16.08.2000 Patentblatt 2000/33 


< C07K 1 6/28 A61 K 48/00 


(43) 


VerOfferrtlichungstag A2: 


C12Q1/68, G01N 33/576, 


22.09.1999 Patentblatt 1999/38 


G01N 33/68, C12N5/10 


(21) 


Anmeldenummer: 99101164.4 




(22) 


Anmekjetag: 22.01 .1 999 

i 


I 


(84) 


Benannte Vertragsstaaten: 


(71) Anmekfer: 


AT BE CH CY DE DK ES R FR GB GR IE IT U LU 


BASF AKTIENGESELLSCHAFT 




MCNLPTSE 


67056 Ludwigshafen (DE) 




Benannte Erstreckungsstaaten: 


(72) Erfinder: 




ALLTLVMKROSI 






• Krdger, Burkhard, Dr. 


(30) 


Prior'rtat: 11.02.1998 DE 19805351 


67117 Umburgerhof (DE) 




• Otterbach, Bernd, Dr. 






67061 Ludwigshafen (DE) 

t 



(54) Neuer G-Protein-gekoppelter Rezeptor aus menschlichem Gehlrn 



(57) Neuer G-Protein gekoppetter Rezeptor aus 
menschlichem Gehirn, das dafOr codierendes Gen und 
seine Verwendung 

i 



EuropaJsches Patentamt 
(19) European Patent Off ice 

Office europeen des brevets 



CO 
< 

in 
oo 
<o 

CO 

o> 
o 

Q_ 
LU 



Primed by Xerox (UK) Business Services 
2.16.7 (HRSJ/3.6 



BNSOOCID: <EP 0943685A3_I_> 



EP 0 943 685 A3 



J 



EuropfitechM EUROPAlSCHER TElLRECHERCHENBERtCHT 

P*tatit»mt der naoh Regal 45 ctos Europfilsehen Patent- ' 

Qbereintommena fOr das waiters Vartahran als 
europfiiacher Recherohenbarioht gM 



Nunrnar dw AiMMMung 

EP 99 19 1164 



BNSCHLAGIQE DOKUMENTE 



IUmmn Kanittwofwiung das Dofcumsnto m* Angabs, %cmmi artordBrHoh 
_J dar maBgaMbhen Ta3a 



DatriRl 
Arnpraoh 



klasofkahonoer 
ANMEimwaa (mtcLB) 



P,X 



P.X 



EP 8 845,529 A (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES 
LTD) 3. Juni 1998 (1998-06-03) 

* Abbi ldung 1 * 

* Seite 14, Zeile 28 - Zeile 30 * 

* Ansprtiche 1,12,18 * 

VALDENAIRE, 0. ET AL 1 .: "A nev< family of 
orphan 6 protein-coupled receptors 
predominantly expressed in the brain." 
FEBS LETTERS, 

Bd. 424, 13. MSrz 1998 (1998-03-13), 
Seiten 193-196, XP002140114 

* Seite 194; Abbi ldung 1A * 

MEYERHOF W ET AL: "CLONING OF A CDNA 
ENCODING A NOVEL PUTATIVE 
G-PROTEIN-C0UPLED RECEPTOR EXPRESSED IN 1 
SPECIFIC RAT BRAIN REGIONS" 
DNA AND CELL BIOLOGY, US, NEW YORK, NY, 
Bd. 10, 1. November 1991 (1991-11-01), 
Seiten 689-694, XP0O0612837 
ISSN: 1044-5498 

* Seite 690, Spalte 1, Absatz 2 * 



1-16, 



1-10,14 
15 



C12N15/12 

C87K14/705 

C07K16/28 

A61K48/0O 

C12Q1/68 

G01N33/576 

G01N33/68 

C12N5/1G 



1-10, 
13-15 



RECHERCHIERTE 
aACHOEBtETE (IntCLa) 



C12N 

C07K 
C12Q 
G01N 



UNVOLLSTANDIQE recherche 



HT^l^i^l^^r 9 nto «»n«^»t<*l >>«• «nt»pr«oh«n, daD mlnmmtm EmUOunQm* (torn, 4wi 



iEPO 



UmoMfeMfe n mtm M mto Patantan^wOcha: 
NkMraatwmlitoito PMMtamprtM»: 
OmndtOrdto BaaoMnfeung dm Raohawha: 

Obwohl die Ansprtiche 11 und 12 sich auf ein Verfahren 
zur Behandlung des menschlichen/tierischen Korpers 
beziehen (Artikel 52(4) EPO), wurde die Recherche 
durchgefUhrt und griindete sich auf die angefuhrten 
Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 



RccttMchsnort 

DEN HAA6 



Ab«chhi8d*umd.i FWwohi 

14. Juni 2000 



PrOfer 

Mata- Vicente, M 



KATEQORJE OER GENANNTEN OOKUMEffTEN 

X : von bMomkw Btdatftur? «fl»in botraofcttf 

Y : von bMondm B^utui^ in VwbMmg mlt«ki«r 

andmn Vwoffentfiohung dkVMlMn Kateaoito 
A : tMhnobgiMfwr Hfeteranmd 
O : niohtaohriTtftc+w Offenbarung 



T : <far Erflndung zugrunda fegtnda Thtorten odtrGfimofcltz-ft 
E : Allm PatfantdoJomnt, do jwtooh tm odmr 
rws*. d»m AnmrtdKktum v«r6fr*nttioMwotdMi let 
D : In <Wr Amrwtdung «no«fohrtM Dokunwnt 
L : mm andaran GiQndan angsfQhrtM Dohumwil 



Dekunmtt 



2 



t 



EP 0 943 685 A3 



J 



Europftlsehm 
Paten tamt 



EUROPAlSCHER 
TEILRECHERCHENBERICHT 



Muiluim cJbt Aruratdung 

EP 99 16 1164 



E1NSCHL&QIQE DOKUMENTE 



Katsgoria 



ft 
I 

s 

I 

I 

s 



Kennzeiohnung dot Dokumenis m* Angab*. sowwt •riontorftcH 
daf maByftbiichan Tefle 



HATA, S.ET At.: "cDNA cloning of a 
putative 6 protein-coupled receptor from 
brain." 

BIOCHIM. ET BIOPHYS. ACTA, 
Bd. 1261, 1995, Seiten 121-125, 
XP080914574 i 
* Zusaninenfassung * 



B*triffi 
Anspruch 



1-18,15 



KLASOTKATIONDER 
ANMELDUNG (tatCLB) 



RECHERCHtERTE 
3ACHGEBIETE (InLCtB) 



3 



BNSDOCID: <EP_0943685A3_L> 



EP 0 943 685 A3 



ANHANQ ZUM EUROPAlSCHEN RECHERCHENBERICHT 
OBER DIE EUROPAlSCHE PATENT ANMELDUNQ NR. 



EP 99 18 1164 



In drawn Anhang sM <*a MlgSadar dar Patent* amifian dar bn obangananntan ouropaJsehan Raeherchenbarfeht angaUhrtan 
PalantdoiaBnanta an gaga ben. 

Oia Angaban Ofaerdia Famiiannritgfiadar arttoprachan dam Stand dar Datai daa EtvopaJachan Patanlamls am 
Otaaa Angaban tfenan nur zur UntanioMung und ertotgan ohna Gewahr. 



14-66-2680 



ffn rtechaWchainbavioht 

JtD^flahftSS PaataWltdokUfDaHl) 



Datum dar 
V»rfi!rarrt§chung 



M^fi*d(er)def 
Patotifamife 



Datum dar 
VartfteitSchung 



EP 8845529 



83-06*1998 



JP 

US 



18127289 A 
6848711 A 



19-85-1998 
11-84-2888 



FQr natter* Eirizofhaiton zu dieaem Anhang : stoho Amttblatt do* Europaischen Patentamte, Nr. 12/82 



